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Pa tentkrav 

1. Et polypeptid med lipaseaktivrtet; hvori omtalte poJypeptid er et triacy [glycerol 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 

5 med kort. medium og lang kaedeteangde; og hvori omtalte poJypeptid er i stand til at 
hydrolysere gaiactolipider, som normalt er til stede i mel, til de tilsvarende gafactosyl- 
monoglycerkJer, hvori omtalte polypeptid er i stand hi at hydrolysere mindst 10% af de 
galactosyldiglycerider, som normalt er til stede i en dej indeholdende mel, til 
monogfycerider. 

10 

2. Et polypeptid med lipaseaktivitet hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerot- 
hydrofyserende enzym. og hvori omtaJte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang kaBdelsengde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst 
80% aktivitet etter 4 dage ved 20 Q C, og ved en pH som Hgger mellem 3.5-8 

15 inkluderede en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at 
hydrolysere gaiactolipider, som normalt er til stede i mel. til de tilsvarende 
galactosylmonoglycerider. hvori omtalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst 
10% af de galactosyldigfycerider, som normalt er til stede i dej indeholdende mel, til 
monoglycerider. 

20 

3. Et polypeptid med lipaseaktivitet hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort. medium og lang Iwedelaengde. hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst 
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C, og ved en pH som ligger mellem 3,5-8 

25 inkluderende en pH som figger mellem 5-7. 

4. Et polypeptid med lipaseaktivitet hvori omtalte polypeptid er et triacytglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang kaedeteengde; og hvori omtalte polypeptid er i stand til at 

30 hydrolysere galactolipider, som normait er tiJ stede i mel. til de tilsvarende galactosyl- 
mcnogtycerider. 

5. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerol- 
hydrolyserende enzym. og hvori omtalte polypeptid er i stand at fraspalte fedtsyrer 

35 med kort. medium og lang ka&detengde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst 
60% aktivitet efter 4 dage ved 20*0 og ved en pH som ligger mellem 3.5-8 
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inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtaite polypeptrd er i stand til at 
hydrorysere galactolipider som normaft er tiJ stede r mel, til de tilsvarende 
galactosylmonoglyce rider. 

5 6. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtaite polypeptid er et triacyfglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori orntaiie polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang kDedetengde, hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i 
stand til al modificere glycofipiderne. monogafactosyldiglycerid (MGDG) og 
digalactosyldrglycerid (DGDG) til de mere potere forbindelser monogalactosyl- 
tO monogrycerid (MGMG) og digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

7. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtaite polypeptid er et triacytgJycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtaite polypeptid er i stand tif at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium pg lang kaedeteengde, hvori omtaite polypeptid bibeholder mindst 

15 80% aktrvitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som ligger mellem 3,5-8 
inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i 
stand til at modificere glycofipiderne. monogalactosyfdiglycerrd (MGDG) og 
dtgafactosyJdiglycerid (DGDG) til de mere polaere forbindelser monogalactosyl- 
monoglycerid (MGMG) og digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

20 

8. Et polypeptid med lipaseaktivitet: hvori omtaite polypeptid er et triacylglycerol- 
hydrolyserende enzym. og hvori omtafte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang ksedelaengde: og hvori omtaite polypeptid er i stand til at 
hydrotysere galactolipider, som normal! er til stede i mel, IN de tilsvarende 

25 galactosyfmonoglycerider, hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i stand til at 
modificere glycofipiderne, monogalactosyldigrycerid (MGDG) og dtgalactosyidigrycerid 
(DGDG) til de mere pofasre forbindelser monog^actosyimonogrycerid (MGMG) og 
digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

30 9. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtaite polypeptid er et triacykjlycerol- 
hydrolyserende enzym. og hvori omtaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang ksdelsengde; og hvori omtaite polypeptid er i stand til at 
hydrolysere galactolipider som normalt er til stede i mel, til de tilsvarende 
galactosylmonoglycerider, hvori omtaJte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst 

35 10% af de galactosyldigtycerider, som normalt er til stede i dej indeholdende mel. til 
monoglycerider, hvori omtafte polypeptid ved hydrolyse er i stand til at modiftcere 
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glycofipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og digalactosyldiglycend (DGDG) til 
de mere potere forbindelser m oncgalactosyimo nog fycerid (MGMG) og digalactosy!- 
monoglycerid (DGMG). 

5 10. Et polypeptid med lipaseaktrvitet; hvori omtatte polypeplid er et triacylgtycerol- 
hydroiyserende enzym. og hvori omtatte poiypeptid er t stand tfl at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang kaedeleengde, hvori omtalte polypeptid bibehofder mindst 
80% aktivftet efter A dage ved 20°C. og ved en pK $om ligger meifem 3,5-8 
inkluderende en pH som ligger meltem 5-7. og hvori omtaKe polypeptid er i stand at 
10 hydrolysere galactolipider, som nomialt er 13 stede i rnel ( tif de tflsvarende 
galactosylmonoglycerider. hvori omlalte polypeptid ved hydrotyse er i stand ft at 
modificere glycolipideme, monogalactosyfdiglycerid (MGDG) og drgalactosyJdiglycerid 
(DGDG) til de mere poise re forbindelser monogaiadosylmonoglycerid (MGMG) og 
digatectosylmonogiycerid (DGMG). 

15 

11. Et polypeptid med lipascaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacyfglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort. medium og lang kaedelasngde. hvori omtalte porypeptid bibehokter mindst 
80% aktivitet efter 4 dage ved 20 C C : og ved en pH som ligger mellem 3,5-8 

20 inkluderende en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at 
hydrolysere galactolipider. som normal! er HI stede i mei, til de til$varende 
galactosylmonoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst 
10% af de galactosyldiglycerider. som normalt er til stede i dej indeholdende met, bl 
monoglycerider, hvori omtalte polypeptid ved tiydrolyse er i stand til at modificere 

25 glycolipiderne, monogalactosyldigfycerid (MGDG) og digalactosylcfiglycerid (DGDG) til 
de mere polaere forbindelser monogalactosytmonoglycerid (MGMG) og 
digalactosylmoncgiycerid (DGMG). 

12. Et polypeptid med Spaseaktivitet hvori omtalte polypeptid er et tnacylgJyoerol- 
30 hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 

med kort medium og lang kaadetasngde. 

13. Et polypeptid med lipaseakcivitet; hvori omtatte polypeptid ved hydrotyse er i stand 
tiJ at modificere gJycoliptdeme, monogalactosyldiglyoerid (MGDG) og 

35 dtgalaotosyldiglycerid (DGDG) til de mere polaere rorbindelser 
monogalactosylmonoglycerid (MGMG) og dig a I actos yf m onog lycerid (DGMG). 
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14. Et potypeptid omfattende mindst en aminosyresekvens vist heri som SEQ ID NO:1 , 
SEQ ID NO:2 og SEQ ID NO;3. 

5 15. Et potypeptid ifsrge et hvilket som heist af de fcregAende krav, hvori polypeptide* 
kan afledes fra A$pergillu$ tubtgensis og/eller hvoi, pofypeptrdet har folgende 
karakteristika: 

(i) Det bibeholder mindst 80% aktivitet efter 4 dage ved 20 ft C og ved en pH som 
1 0 figger mellem 3,5-8, 

00 det bibeholder mindst 60% af dets aktivitet efter 1 time ved 60°C i 100 mM 
natriumacetatbirfferved pH 5,0. og 

1 5 (iii) det har et isofitektrisk punkt som : bestemt ved isoelektrisk fokusering, Jigger 
me I tern 3,5-4,5. 

16. Et potypeptid ifalge et hvilket som heist af de foregaende krav„ som amfatter 
mindst en aminosyresekvens udvaigt fra gruppen bestfende af 

20 SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:2 og SEQ ID NO:3, hvor Xaa i omtalte sekvenser er en 
aminosyre udvalgt fra gruppen bestaende af Ala, Arg r Asn, Asp : Cys, Gin, Glu, Gly, 
Hfe : He, Leu. Lys, Met Phe, Pro, Sen Thr, Trp, Tyr og Val. 

17. Et polypeptid rfclge et hvilket som heist af de foregaende krav som har enzymatisfc 
25 aktivitet ved en pH som ligger mellem 3 : 5-8. 

18. Et polypeptid ifelge et hvilket som heist af de foregaende krav, som bibeholder 
mindst 80% af dets aktivitet efter en time ved SO^C i 1 00 mM ratriumacetatbuffer ved 
pH5.0. 

30 

19. Et polypeptid ifofge et hvilket som heist af de foregdsnrfe krav som, bestenrtt ved 
isoelektrisk fokusering, har et isoelektrisk punkt pa 4,1 ~ 0.1 . 

20. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav som er i stand til at 
35 hydroiysere mindst 10% af de galactosyldiglycerider. som normalt er til stede i dej 

indeholdende mel r liJ de tilsvarende galactosylmonogiycerkJer. 


NZAS-01 55911 


5 


21 . Et pofypeptid rfolge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptide* i 
det vsesentlige er pa ikke^glycosyleretform, 

5 22- Et polypeptid ifslge et hvilket som heist af de foregaende Krav hvori polypeptide! er 
en del af et fusionsprodukt omfattende yderiigere enzyrnatisk aktive 
aminosyresekvenser. 

23. Et pofypeptid tfalge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptide* i 
10 det vaesentlige er pa oprenset form. 

24. Et polypeptid ifelge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptide! 
har en molekytvsegt som ; bestemt ved matrix-assisteret lasendesorptions-ioniserings- 
massespektrometri (MALDI-MS) : er pa 31 ± 1 r 5 kDa. 

15 

25. Et pofypeptid ifalge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptidet 
omfatler amnosyresekvensen vis* som SEQ ID NO:9 eller en variant, hornoiog eller 
fragment heraf. 

20 26. Et polypeptid ifalge et Avilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptide! 
ikke omfatter amfno$yre(r) som tifvejebringer grycosylerings-sitefs), 

27. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptidet er 
afledt fra en organisme udvalgt fra gruppen bestaende af en svamp, geer, bakterie, 
25 piantecefle og dyrecelle. 

26. Et polypeptid ifalge et hvilket som heist af de foregaende krav for hvilket det 
gaelder at det, ved tilsaetning af polypeptidet til braddej i en maengde pa 5.000 LUS pr. 
kg mel, reducerer den gennemsnitlige porediameter i krummen pa bred fremstillet fra 

30 denne dej med mindst 10%, i forhold til brad som er fremstillet fra en broddej, der ikke 
er titeat lipasen. 

29. Et polypeptid ifolge et hvilket som hetet af de foregaende krav for hvilket det 
gilder at det nar det ssettes til en breddej i en maengde pa 5.000 LUS pr. kg mel, 
35 ager porehomogeniteten af krummen pa bred fremstflJet fra denne dej med mhdst 5%, 
i forhold til brad som er fremstillet fra braddej, der ikke er titeat fipasen. 
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30. Et poiypeptid ifolge et hvilket som helsl af de foregaende krav for hvilket det 
gaelder at det, nar det ssettes til broddej i en m«ngde p3 5.000 LUS pr. kg mel, oger 
dejens glutenindeks med mindst 5%. i forhokJ til dej der ikJce er tilsat polypeptide^ 
glutenindekset beslemmes ved hjaslp af et automatic 2200 apparat. 

5 

31. Et recombinant DNA-motekyie omfattende en nudeotid-sekvens kodende for 
polypeptidet ifelge et hvilket som heist af kravene 1-30. 

32. Et rekombinant DNA-motekyle ifolge krav 31 omfattende mindst en af SEQ ID 
10 NOA SEQ ID NO;5 : SEQ !D NO:6 og SEQ ID NO:7. 

33. Et rekombinant DNA-moiekyle ifetge krav 31 omfattende SEQ ID NO:8 eller en 
variant, homolog eller fragment deraf elter en sekvens som er komplementgerdertil. 

15 34. El rekombinant DNA-molekyle ifcrfge krav 31 som koder for et polypeptfd som 
defineret i et hvilket som heist af kravene 1-30, som ikke omfatter aminos yre(r} som 
tftvejebringer glycosylehngs-site(s). 

35. Et rekombinant DNA-molekyle ifalge krav 31. som er et ptasmid udvalgt fra 
20 gruppen bestaende af et plasmid deponeret under accessionsnumrene NCIMB 40863, 

NCIMB 40931, NCIMB 40932, NCIMB 40933. NCIMB 40934 og NCIMB 40935. 

36. En ceJIe omfattende et rekombinant DNA-molekyle ifolge et hvilket som heist af 
kravene 31-35 og som er i stand til at udtrykke polypeptidet ifolge et hvilket som heist 

25 af kravene 1-30. 

37. En celle ifelge krav 36 som er en rnikroorganisme udvalgt fra gruppen bestaende 
af en svamp, gaer, bakterie, planteceOe og dyreceJIe. 

30 38. En celle ifolge krav 37 som er en filament&s svamp udvalgt fra gruppen bestaende 
af en Aspergillus sp., en Peniciilium sp., en Rhizomucor sp., en Mueor Sp. # en 
Tfjchoderrna sp., en Neurospora sp. og en Humicola sp. 

39. En celle ifolge krav 38 som er Aspergillus tubigensis. 

35 
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40. En fremgangsmade til fremstining af et polypeptid ifalge et hvilket som heist af 
kravene 1-30 omfattende transformation af en vaerlscelle med et rekombinant DNA- 
molekyle ife!ge et hvilket som heist af kravene 31-39, vaertsceilen er i stand til at 
udtrykke nucJeotrcteekvensen kodende for polypeptide^ dyrkning af den 

5 transformerede vaertscelle under betingelser, hvor nucleotidsekvensen udtrykkes og 
opsamling af polypeptide*. 

41. En fremgangsmade ifaige krav 40 som omfatter yderligere trin til isofering af 
polypeptidet pa i del vaBsentlfge ren form. 

10 

42. En fremgangsmade til fremstitling af et bagt produkt med forbedret 
porehomogenitet og reduceret porediameter, fremgangsmaden omfatter titsaetning af 
pcWypeptidet ifoige el hviJkel som heist af kravene 1-3Q eller polypeptidet fTemslillel 
ifolge krav 40 eller 41 lil dejen. 

15 

43. En fremgangsmade rfslge krav 42 : hvori dejen ikke tndehoWer tifeatte fipider. 

44. En fremgangsmade ifotge krav 42 elter43, omfattende tifseetning af polypeptidet tFI 
dejen, i en msengde som resulterer i mindst 10% reduktion af den gennemsnitlige 

20 porediameter i krummen pa bred fremslillet fra dejen, i fbrhpld til et brad som er 
fremsliltet fra en braddef udentrlsa&tning af polypeptidet. 

45. En fremgangsmade ifafge krav 42 eiter43. omfattende trteaetning af polypeptidet til 
dejen, i en rrcsngde som resulterer i mindst 5% stigning I porehomogeniteten i 

25 krummen pa brad fremstillet fra dejen, i forhoid til et brod som er fremstilJet fra en 
braddej uden tilsaetntng af polypeptidet 

46. En fremgangsmade ifolge et hvilket som heist af kravene 42^5, omfattende 
tilssetning af porypeptkJet til dejen, i en maengde som resulterer i mindst 5% stigning i 

30 dejens glutenindeks i forhold tfl en dej der ikke titeeettes polypeptidet; giutenindekset er 
bestemt ved hjaeip af et Glutomatic 2200 apparat, 

47. En fremgangsmade ifolge et hvilket som heist af kravene 42-45, hvori polypeptidet 
saettes til dejen i en maengde som ligger mellem 100-30.000 lipase units (LUS) pr. kg 

35 mel inkluderende en maengde som ligger mellem 500-1 Q.000 lipase units (LUS) pr. kg. 
mel. 


NZAS-01 55914 


8 


48. En fremgangsmade ifalge krav 47, hvori en emulgator saettes til dejen. 

49. En fremgangsmSde ifolge Xrav 48, hvori emulgatoren er diaretyrvinsyreester af 
5 mono- og digrycerider af spiselige fedtsyrer. 

50. Ei fremgangsmade ifolge krav 49, hvori diacetylvinsyreesteren har en 
forsrobningsvserdi som rigger mellem 300 og 600 og en syrevasrdi som ligger melfem 
40 og 120. 

10 

51. En fremgangsmade ifolge krav 50, hvori cSacetytvinsyreesteren tlssetles i en 
maengde som ligger mellem 0,1-1,0 vaegt-% af melet 

52. En fremgangsmade ifolge krav 42 hvori mindst et yderfigere enzym ssettes til 
15 dejen. 

53. En fremgangsmade ifolge krav 52 hvori det yderligere enzym er udvalgt fra 
gruppen bestaende af en hemiceilulase, en protease, en amylase, en oxidoreduktase 
og en ceflutase 

20 

54. AnvendeJse af et pdypeptid ifalge et hvtfket som heist af kravene 1-30 eller et 
polypepttd fremstillet ved en proces ifalge krav 40, i en dej til et bagt prcdukt for at 
forbedre stabiiitelen af gkitennetveerket i dejen og/eller for at bibringe forbedret 
porehomogenitet og/eller for et reducere porediameteren i det bagte pnxfukt og/eller 

25 for at gore bagte produkter mindre tilbcjelige til at deformeres mekanisk. 

55. Anvendefse ifolge krav 54 hvori glutenindekset i dejen er oget med mindst 5% i 
forhold en dej som er fremstillet uden tilsaetning af polypeptidet; gEutenindekset 
bestemmes ved hjaelp af et Glutomatic 2200 apparat. 

30 

56. En dejforbedrende sammensaetmng omfattende polypeptidet ttelge et hvilket som 
heist af kravene 1-30 og mindst en yderligere konventionel dej-adcfrtiv-bestanddel. 

57. En sammensaetning ifalge krav 56 hvori den yderfigere forbindelse er vakjt fra 
35 gruppen bestaende af et enzym og en emulgator. 
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58. Et rekombinant DNA-molekyle omfattende en nudeotid-sekvens kodende for et 
pofypeptid udvisende lipaseaktivtlet som omfatter mtndst 6n af ami n osyre se kve n rn e 
vist heri som SEQ ID NO:1 t SEQ ID NO;2 og SEQ ID NO:3 eller en nudeotid-sekvens 
kodende for et polypeptrd udvisende fipaseakth/itet som omfatter aminos yre- 

5 sekvensen vist som SEQ ID NO. 9. 

59. Et rekombinant DNA-molekyle omfattende mindst et af SEQ ID N0:4, SEQ ID 
NO:5, SEQ ID NO:6 og SEQ ID NO:7 eller i det mindste den kodende sekvens af 
nudeotid-sekvensen vist som SEQ ID NO: 8 efler en variant, homolog eDer fragment 

1 0 deraf eller en sekvens der er komplementasr dertil. 
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Patentkrav 

1. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacyfglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
5 med kort. medium og lang kaedelaengde; og hvori omtalle polypeptid er i stand til at 
hydrolysere galactolipider, som nomnalt er til stede i mel, tit de tilsvarende galactosyl- 
monoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand HI at hydrolysere mindst 10% af de 
galactosyldigfycerider, som normalt er til stede i en dej indeholdende mel, til 
monoglycerider. 

10 

2 Et polypeptid rned lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang ka&deleengde, hvori omtalte polypeptrd bibeholder mindst 
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C, og ved en pH som Jigger mellem 3.5-8 
1 5 inkluderede en pH som ligger mellem 5-7, og hvori omtalte polypeptrd er i stand tfl at 
hydrolysere galactofipider, som normalt er til stede i rnel, til de tiJsvarende 
galactosylmonoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst 
10% af de galactosyldiglycerider. som normalt er til stede i dej indeholdende mel, til 
monoglycerider. 

20 

3. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte poJypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort. medium og fang kaedelaengde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst 
80% aktivitet efter 4 dage ved 20 C C, og ved en pH som ligger meSem 3,5-Q 

25 inkluderende en pH som ligger mellem 5-7. 

4. Et polypeptid med lipaseaktivitet hvori omtalte polypeptid er et triacykjlycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand Iff at fraspalte fedtsyrer 
med kort. medium og lang kaedeleengde; og hvori omtalte polypeptid er i stand til at 

30 hydrolysere gaiactolipider. som normalt er til stede i mel. til de tilsvarende galactosyl- 
monoglycerider. 

5. Et polypeptid med lipaseaktMlet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglyDerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 

35 med kort, medium og lang keedelaengde, hvori omtalte poiypeptid bibeholder mindst 
80% aktivitet efter 4 dage ved 20 3 C og ved en pH som ligger mettem 3,5-8 
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inkluderende en pH som figger mellem 5-7, og hvori omtatte polypeptid er i stand til at 
hydrofysere galactoliprder, som normalt er tH stede i mel, til de Wsvarende 
galactosylmonogfyce rider. 

5 6. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtaite pofypeptid er et triacyiglycerol- 
hydroly&erende enzym, og hvori omtaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang kasdetaengde, hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i 
stand til at modificere glycolipideme. monogalactosyldiglycerid (MGDG) og 
digalactosykJiglyoerid (DGDG) tJJ de mere pofsere forbindelser monogalactosy*- 
1 0 monoglycerid (WIGMG) og digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

7. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtaite polypeptid er et triacylglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og Jang kaedelaengde, hvori omtaite polypeptid bibehofder rnindst 

15 80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som ligger mellem 3,5-8 
inkluderende en pH som ligger meltem 5-7. hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i 
stand ty at modificere glycofrpiderne. monogalactosyldiglycerid (MGDG) og 
digalactosyfdiglycerid (DGDG) til de mere polsere forbindelser monogafactosyl- 
monoglycerid (MGMG) og digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

20 

8. Et polypeptid med lipaseaktivitet: hvori omtaite polypeptid er et triacvigiyceroi- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort. medium og lang kaedelaengde; og hvori omtaite polypeptid er i stand til at 
hydnolysere galactolipider, som normalt er til atede i mel, til de titevarende 

25 galactosylmonoglycerider hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i stand til at 
modificere glycotipiderne, monogalactosyldiglycerid (MGDG) og digalactosykJiglycerid 
(DGDG) ti de mere polaere forbindelser monogalactosylmonoglycerid (MGMG) og 
digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

30 9. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtaite polypeptid er et triacytglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtaite polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort medium og lang ksedelaengde; og hvori omtaite polypeptid er i stand til at 
hydrolysere galactolipider. som normalt er tH stede i mel, til de tflsvarende 
galactosytmonoglycerider, hvori omtaite polypeptid er i stand til at hydrolysere rnindst 

35 1Q% af de galactosyidiglycerider, som normalt er til stede i dej indehoWeruJe mel. til 
monoglycerider, hvori omtaite polypeptid ved hydrolyse er i stand til at modificere 
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glycolipiderne. rnonogalactosyldigJycerid (MGDG) og digalactosyldigrycerid {DGDG) til 
de mere polaere forbindelser monogalactosylmonoglycerid (MGMG) og digalactosyl- 
monoglycerid (DGMG). 

5 10. Et polypeptid med lipaseaktivltet: hvori omtalte poJypeptid er et triacyfglycerol- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og Jang ksedetengde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst 
80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C. og ved en pH som Jigger meilem 3,5-8 
inkluderende en pH som ligger meilem 5-7, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at 
10 hydrolysere galactolipider, som normal! er tit stede i mel, til de tilsvarende 
galactosyimonoglycerkJer. hvori omtalte polypeptid ved hydnolyse er i stand til at 
modrficere glycolrpideme, monogalactosyWiglycefid {MGDG) og digalactosyldiglycerid 
{DGDG) til de mere polaare forbindelser rnonogalactosylmonoglyoerid (MGMG) og 
digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

15 

11. Et polypeptid med lipaseaktivitet; hvori omtalte polypeptid er et triacylglyceroi- 
hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 
med kort, medium og lang keedelasngde, hvori omtalte polypeptid bibeholder mindst 
80% aktivilet efter 4 dage ved 20 U C. og ved en pH som ligger meilem 3,5-8 

20 inkluderende en pH som ligger meilem 5-7. og hvori omtalte polypeptid er i stand til at 
hydroiy&ere galactofipider. som norma It er tfl stede i mel. til de tilsvarende 
galactosylmonoglycerider, hvori omtalte polypeptid er i stand til at hydrolysere mindst 
10% af de galactosyldiglycerider, som nomnalt er til stede i dej indehoWende mei, til 
monoglycerider, hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand til at rnodificere 

25 glycolipiderne, monogaiactosyldigiycerid (MGDG) og digalactosyldtglycerid (DGDG) til 
de mere potere forbindelser moriogaladosylrnonoglycerid (MGMG) og 
digalactosylmonoglycerid (DGMG). 

12. Et polypeptid med lipaseaktivltet; hvori omtalte polypeptid er et triacylgJycerol- 
30 hydrolyserende enzym, og hvori omtalte polypeptid er i stand til at fraspalte fedtsyrer 

rned kort, medium og lang kaedelsengde, 

13. Et polypeptid med lipaseaktivltet; hvori omtalte polypeptid ved hydrolyse er i stand 
til at rnodificere glycolipiderne, monogaiactosyldigiycerid (MGDG) og 

35 digalactosyWglycerid (DGDG) til de mere potere forbindelser 
monogalactosylmonoglycerid (MGMG) og digalactosylmonoglycerid (DGMG). 
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14. Et polypeptid omfattende mindst en aminosyresekvens vist heri som SEQ ID NO:1 , 
SEQ ID NIO:2 og SEQ ID NQ.3 

5 15. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav, hvon polypeptide! 
kan afledes fra Aspergfflus tubigensis og/eller hvori, polypeptide* har felgende 
karakleristika: 

0) Det bibeholder mindst 80% aktivitet efter 4 dage ved 20°C og ved en pH som 
10 ligger mellem 3,5-8, 

(p) det bibeholder mindst 60% af dets aktivitet efter 1 time ved 60 r C r 100 rnM 
natriumaoetatbufferved pH 5,0, og 

15 (Hi) det har et isoelektrisk punkt som, bestemt ved isoefektrisk fokusering, ligger 
mellefn 3,5-4.5. 

16. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregdende krav som omf after 
mindst en aminosyresekvens udvalgt fra gruppen bestaende af 

20 SEQ ID N0:1 , SEQ ID NO:2 09 SEQ ID NO:3. hvor Xaa i omtalte sekvenser er en 
aminosyre udvalgt fra gruppen bestaende af Ala, Arg, Asn, Asp, Cys. Gin, Glu, Gly, 
His. lie. Leu. Lys, Met, Phe. Pro, Ser. Thr, Trp, Tyr og Val, 

17. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav som har enzymatiak 
25 aktivitet ved en pH som ligger meJIem 3.5-8. 

18. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav, som bibeholder 
mindst 80% af dets aktivitet efter en time ved 50°C i 100 mM natriumacetatbuffer ved 
pH 5.0. 

30 

19. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav som, bestemt ved 
feoetektrisk fokusering, har et isoelektrisk punkt pa 4.1 i 0,1. 

20. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav som er i stand til at 
35 hydrolysere mindst 10% aF de galactosyWiglycerider, som normalt er W stede i dej 

irxJeholdende mel, 1il de tilsvarende galactosytmonogtycerider. 
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21. El polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foreg&ende krav hvori polypeptidet i 
det veesentlige er pa ikke-glycosylerel form. 

5 22. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptidet er 
en del af et fusionsprodukt omfattende yderligere enzymatisk aktive 
aminosyresekvenser. 

23. Et polypeptid ifokje et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptidet i 
1 0 det vaesentltge er pa oprenset form. 

24. Et polypeptid ifalge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptidel 
har en molekyhraegt som, bestemt ved matrbt-assisteret laserdesorptions-ioniserings- 
massespektnometri (MALDI-MS), er pa 31 - 1,5 kDa. 

15 

25 Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptidet 
omfatter amnosyresekvensen vist som SEQ ID NO:9 eller en variant, homolog eller 
fragment heraf. 

20 26. El polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav hvori polypeptidet 
ikke omfatter aminosyre(r) som litvejebringer gJyco$yterings-site<s). 

27. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de fonegdende krav hvori polypeptidet er 
afledt fra en organisme udvakjt fra gruppen bestdende af en svamp, gaer, bakterie, 

25 plantecelle og dyreceBe. 

28. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav for hvilket det 
gaelder at det ved tikaetning af polypeptidet til broddej i en msengde pS 5.000 LUS pr. 
kg mel, reducerer den gennernsnillige pocediameter i krummen pa brad fremstillet fra 

30 denne dej med minds! 10%, i forhold til brod som er fremstillet fra en brcddej. der ikke 
er tilsat bpasen. 

29. Et polypeptid ifolge et hvilket som hBtet af de foregaende krav for hvilket det 
gaelder at det. nar det ssettes til en broddej i en maengde pa 5.000 LUS pr. kg meL 

35 fijger porehomogeniteten af krummen pa brad fremstillet fra denne dej med mindsl 5% : 
i forhold ta brad som er fremstfflet fra broddej, der ikke er titsat lipasen. 
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30. Et polypeptid ifolge et hvilket som heist af de foregaende krav for hvilkel del 
geelder at det, n£r det seettea til broddej i en meengde pa 5.000 LUS pr. kg rnel, oger 
dejens glutenindeks med rnindst 5%, i forhoid tif dej der ikke er tilsat polypeptide^ 
glutenindekset bestemmes ved hjseJp af et Glutomatic 2200 apparat. 

5 

31. Et rekombinanl DNA-moLekyle omfattende en nudeoW-sekvens kodende for 
polypeptide! ifolge et hvilkel som heist af kravene 1-30. 

32. Et rekombinant DNA-molekyfe ifolge krav 31 omfattende mindst en af SEQ ID 
10 NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6 og SEQ ID NO:7. 

33. Et rekombinant DNA-moiekyle ifokje krav 31 ornfaltende SEQ ID NO;8 eller en 
variant, homotog eller fragment deraf eller en sekvens som er kornplementaer dertil. 

15 34. El rekombinant DNA-molekyle ifelge krav 31 som koder for et polypeptid som 
defineret i el hvilket som heist af kravene 1-30, som ikke omfatter aminosyre(r) som 
tilvejebringer gly cosy ten ngs-site(s). 

35. Et rekombinant DNA-molekyte ifolge krav 31, som er et plasmid udvalgt fra 
20 gruppen bestaende af et plasmid deponeret under accessionsnumrene NCJMB 40863, 

NCI MB 40931. NCIMB 40932, NCIMB 40933. NCIMB 40934 og NCIMB 40935. 

36. En celle omfattende el rekombinant DNA-molekyle ifofge et hvilket som heist af 
kravene 31-35 og som er i stand til at udtrykke polypeptidet ifelge et hvilket som heist 

25 af kravene 1-30. 

37. En celle ifetge krav 36 som er en mikroorganrsme udvalgt fra gruppen bestaende 
af en svarrtp, gaer, bakterie, plantecelle og dyrecelle. 

30 38. En cette ifetge krav 37 som er en filamentos svamp udvalgt fra gruppen bestaende 
af en Aspergillus sp.. en PenicDIium sp.. en Rhizomucor sp. t en Mucor Sp., en 
Trichoderma sp M en Neurospora sp. og en Humicota sp. 

39. En celle ifolge krav 38 som er Aspergillus tubigensis. 

35 
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40. En fremgangsmade til fremstilling af et polypepiid ifclge et hviJket som heist af 
kravene 1 -30 omfattende transformation af en vaertscelle med et rekombinant DNA- 
malekyfe ifoige et hvilket som heist af kravene 31-39, vaertscellen er i stand til at 
udtrykke nucJeotidsekvensen kodende for polypeptide^ dyrkning af den 
5 transformerede vaertscelle under betrngelser, hvor nucleotidsekvensen udtrykkes og 
opsamling af polypeptide! 

41 En fremgangsmade ifalge krav 40 som omfatter yderligere Irin til isolering af 
polypeptidet pa i det vsesentlige ren form. 

10 

42. En fremgangsmade til fremstilling af el bagt produkt med forbedret 
porahomogenitet og reduceret porediarneter, frerngangsrnAd&n omfatter tilssetning af 
polypeptidet rfolge et hvilket som helsl af kravene 1-30 eller polypeptidet fremstillet 
ifolge krav 40 eller 41 til dejen. 

15 

43. En fremgangsmade ifalge krav 42, hvori dejen ikke indehoHer tilsatte lipider. 

44. En fremgangsmade ifelge krav 42 eller 43, omfattende tils&tning af polypeptidet til 
dejen, i en maengde som resullerer i mindst 10% reduktion af den gennemsnitlige 

20 porediameter i krummen pA brad fremstillet fra dejen. i forhold tiJ et bred som er 
fremstillet fra en braddej uden tilssetning af polypeptidet. 

45. En fremgangsmade ifclge krav 42 elier 43, omfattende tBseetning af polypeptidet til 
dejen. i en meengde som resulterer i mindst 5% strgning i porehomogenrteten i 

25 krummen pa bred fremstillet fra dejen. i forhold til et brad som er fremstillet fra en 
braddej uden tilsaetning af polypeptidet. 

46. En fremgangsmade ifalge et hvilket som heist af kravene 42-45, omfattende 
tilsaetning af polypeptidet til dejen, i en maengde som resulterer i mindst 5% stigning i 

30 dejens glutenindeks i forhold til en dej der ikke tilsseltes polypeptidet; glutenindekset er 
bestemt ved hjaelp af et Glutomatic 2200 apparat, 

47. En fremgangsmade ifolge et hvilket som heist af kravene 42-45. hvori polypeptidet 
saettes til dejen i en maengde som ligger mellem 100-30.000 lipase units (LUS) pr. kg 

35 mel inkluderende en maengde som bgger mellem 500-10.000 lipase units (LUS) pr. kg. 
mel. 
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48. En fremgangsmade ifolge krav 47, hvori en emufgator saettes ti! dejen. 

49. En fremgangsmade ifeilge krav 48, hvori emuJgatoren er diacetylvinsyreesler af 
5 mono- og diglycerider af spiselige fedtsyrer. 

50. En fremgangsmade itolge krav 49, hvori diacetylvinsyreesteren bar en 
torsaebningsvaBrdi som ligger mellem 300 og BOO 09 en syrevaerdi som ligger mellem 
40 og 120. 

10 

51. En fremgangsmade ifolge krav 50, hvori diacetylvinsyreesteren tilsaettes i en 
maengde som tfgger mellem 0.1-1,0 vaegt-% af mefet 

52. En fremgangsmade ifalge krav 42 hvori mindst et yderligere enzym saettes bl 
15 dejen. 

53. En fremgangsmade ifelge krav 52 hvori det yderligere enzym er udvafgt fra 
gruppen bestaende af en hernrceilulase, en protease, en amylase, en oxidoreduktase 
og en cellulase 

20 

54. Anvendetee af et polypeptid ifolge et hvilket sorn heist af kravene 1-SO eJJer et 
polypeptid fremstillet ved en proces ifelge krav 40, i en dej til et bagt produkt for at 
forbedre slabibteten af glutennetvaerket i dejen ogfeller for at bibringe forbedret 
porehomogenitel og/eller for at reducere porediameteren i det bagte produkt og/eller 

25 for at gene bagte produkter mindre tiibojeiige IB at tfeformeres rnekanisle 

55. Anvendetee ifalge krav 54 hvori gJutenindekset i dejen er age* med mindst 5% i 
forhoW til en dej som er fremstillet uden tilsaetning af polypeptide!; glutenindekset 
bestemmes ved hjselp af et Glutomatic 2200 apparat 

30 

56. En dejforbedrende sammensaetning omfattende polypeptidet ifalge et hvilket som 
heist af kravene 1-30 og mindst 6n yderligere konventionel dej-addrtw-bestanddel. 

57. En sammensaetning ifelge krav 56 hvori den yderligere forbindebe er valgt fra 
35 gruppen bestaende af et enzym og en emulgator. 

1 

i 

I 

i 
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58. Et recombinant DNA-molekyte omfattende en nudeotkJ-sekvens kodende for et 
polypeptid udvisende lipaseaktivitet som omfetter mindst en af aminosyresekvenserne 
vist heri som SEQ ID NO:1 r SEQ ID NO:2 og SEQ ID NO.3 eller en nucleotid-sekvens 
kodende for et polypeptid udvisende lipaseaktivitet som omfatter aminosyre- 
5 sekvensen vist som SEQ ID NO. 9. 

59 Et rekombinant DNA-molekyle omfattende mindst 6t af SEQ ID NO:4, SEQ ID 
N0 5, SEQ ID NO:6 og SEQ ID NO:7 eller i det mindste den kodende sekvens af 
nucleotid-sekvensen vist som SEQ ID N0 8 eller en variant, homoTog elter fragment 
10 deraf eller en sekvens der er komplementeer dertil. 
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